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Summary 
The immune system protects the human body against invasions with pathogens 
such as bacteria, viruses and parasites. If the function of the immune system is 
suppressed or impaired, this may lead to an increased infection risk. However, 
when reactions of the immune system are unbalanced and sustained, this may 
lead to chronic inflammation. Chronic inflammation is associated with several 
common diseases in Western countries, e.g. cardiovascular diseases (CVD), 
rheumatoid arthritis and inflammatory bowel disease (IBD). In this thesis the 
focus was on immune responses related to IBD and CVD. IBD is a chronic 
inflammatory condition of the intestine, of which two distinct forms exist, namely 
ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD). CVD pathogenesis involves 
the accumulation of fat, cholesterol and immune cells in the walls of arteries, 
which form atherosclerotic plaques. Thus, for both diseases the immune system 
is clearly involved. Nutritional compounds can enhance or dampen immune 
responses. In this thesis we have examined the potential immune modulating 
effects of β-glucan, fish oil and conjugated linoleic acid (CLA). 
 β-Glucans are carbohydrates (fibers), which are major structural components 
of the cell walls of cereals, such as oat and barley, but also of yeast and fungi. 
In the past decade, cereal β-glucans received a lot of interest because of their 
cholesterol-lowering activities. Although the immune modulating effects of β-
glucans from yeast and fungi have been broadly examined, studies evaluating 
the immune modulating effects of oat and barley β-glucans are relatively new. In 
chapter 2 we examined the effects of oat β-glucan on intestinal inflammation 
related processes. Because direct examination of effects of β-glucans in cell 
cultures is difficult, we supplied ileostomic patients with a β-glucan enriched diet 
or a control diet in a crossover design and prepared fecal water from the 
ileostomic content. We found that fecal water enriched with β-glucan as 
compared to placebo fecal water enhanced the interleukin (IL)-8 and inter-cellular 
adhesion molecule (ICAM)-1 response of small as well as colon intestinal 
epithelial cell lines in vitro, when supplied together with cytokines to stimulate the 
enterocytes. IL-8 and ICAM-1 are both involved in the recruiting, binding and 
activation of immune cells, thus an increased expression indicates an enhanced 
immune response. Also various inflammatory proteins showed an increased 
expression, when measured with an antibody array. Altogether these results 
indicate that fecal water containing β-glucan stimulated the cytokine-induced 
immune response of enterocytes in vitro. However, with this approach we were 
not able to distinguish between direct effects of β-glucan present in the fecal 
water, and indirect effects due to changes in the composition of the fecal water as 
a result of effects of β-glucan consumption on various cells in the ileostomic 
patients in vivo. Exploring the mechanisms behind the effects of β-glucans and 
physiological implications of enhancement of the immune response by oat β-
glucans should be addressed in future studies. The fact that β-glucans from oat 
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enhance the immune response after triggering the immune system, might explain 
the increased resistance to infections as is found in other animal and human 
studies with oat and yeast β-glucans. This might be especially relevant for subjects 
with a reduced immune function, such as elderly and diabetes mellitus patients. 
 Fish oils are rich in the n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) eicosa-
pentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). Because of their anti-
inflammatory effects, using n-3 PUFAs, of which EPA and DHA in particular, 
have been suggested as treatment for various inflammatory diseases, such as 
IBD. Interestingly, the colon mucosa of IBD patients contains higher proportions 
of the n-6 PUFA arachidonic acid (AA) and lower proportions of the n-9 
monounsaturated fatty acid oleic acid (OA) as compared to control subjects. 
Therefore, we made a direct side-by-side comparison between effects of OA, 
AA and fish oil (FO) on intestinal inflammation first in vitro (chapter 3) and later 
on in vivo in mice (chapter 4). With this approach we tried to elucidate if the 
protective effects of fish oil are due to a lowering of intestinal n-6 PUFA content 
or due to intrinsic antiinflammatory effects of fish oil. In the in vitro study 
(chapter 3) we have shown that enterocytes cultured with AA had an increased 
ICAM-1 expression and an increased activation of the transcription factor NF-
κB as compared to EPA and OA. NF-κB activation induces transcription of 
genes encoding many proinflammatory proteins and NF-κB is thus an important 
regulator of inflammation. In IBD patients NF-κB activation in the colon is 
increased compared to control subjects. Thus, culturing enterocytes with AA 
induced proinflammatory effects versus EPA and OA. Because EPA and OA 
resulted in comparable proportions of AA in phospholipids of the enterocytes, 
we concluded that the reported effects may be ascribed to increased AA 
proportions in AA cultured cells. Therefore, decreasing cellular AA levels seems 
to be a crucial step, which may be easier to achieve by increasing fish oil intake 
than by increasing OA intake, since OA is already highly present in our diet. To 
verify our in vitro results, we performed an in vivo study (chapter 4) in which we 
compared an OA- versus an AA- and an FO-enriched diet on experimentally 
induced colitis. In this study we found that mice fed an AA-enriched diet for 6 
weeks preceding dextran sodium sulphate (DSS)-colitis induction did - as 
expected - have increased colonic AA contents, but did not have more severe 
colitis as compared to mice fed an OA- or FO-rich diet. On the contrary, after 7 
days DSS-colitis induction, weight loss and diarrhea score were less in the AA 
group as compared to the FO and OA groups. Thus, in the experimental in vivo 
model, increasing AA intake seems not harmful, but may be even protective. 
Furthermore, we could only show some small protective effects of FO treatment 
as compared to OA. Although the proinflammatory effects of the n-6 PUFA AA 
versus the n-3 PUFA EPA in vitro were convincing, this could not be confirmed 
in our in vivo study in mice. 
 To elucidate the role of the transcription factor PPARγ - which is supposed to 
play a role in explaining the antiinflammatory effects of fish oil - on intestinal 
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inflammation, effects of supplementing the diet of mice with the synthetic 
PPARγ ligand rosiglitazone on colitis development was examined in chapter 5. 
In contrast to earlier studies showing protective effects of PPARγ activation, in 
our mice study rosiglitazone treatment for 16 days before DSS-colitis induction 
enhanced colonic inflammation. Changes in weight loss, diarrhea, colon weight 
and length, spleen weight, histological scores and plasma concentrations of the 
acute phase protein SAP (serum amyloid P component) indicated that colitis was 
more severe in rosiglitazone treated animals as compared to controls. These 
unexpected results might be explained by longer-term pre-treatment in 
comparison with earlier studies in which PPARγ agonists were given at the first 
day of colitis induction, one or two days before or after colitis induction. 
 The last nutritional component of which immune modulating effects were 
evaluated was CLA. CLA is a mixture of positional (e.g. 9,11 or 10,12) and 
geometrical (cis or trans) conjugated isomers of the n-6 PUFA linoleic acid. Cis-
9, trans-11 (c9, t11) CLA is a natural food component, predominantly found in 
the lipid fraction of meat, milk and other dairy products. Trans-10, cis-12 (t10, 
c12) CLA is particularly present in food supplements. Many health effects have 
been ascribed to CLA, among which immune modulating properties in animals 
and humans. Results - which are inconsistent - were however obtained mostly 
by evaluating effects of mixtures of CLA isomers. Since effects may be isomer 
specific, we conducted a placebo-controlled study in which we evaluated the 
effects of consumption of the individual c9, t11 or t10, c12 CLA isomers on 
inflammation parameters in subjects at increased risk for CVD (chapter 6). We 
were not able to show a significant effect of 13 weeks consumption by any of 
the two CLA isomers, c9, t11 and t10, c12, on ex vivo LPS-stimulated cytokine 
production by blood mononuclear cells, and on plasma C-reactive protein (CRP) 
concentrations. If anything, we showed rather proinflammatory than suppressive 
effects. Also in non-stimulated plasma we showed for both isomers specific 
inflammatory protein signatures, in general indicating an enhanced immune 
function. Altogether, this suggests that CLA is not suitable as a dietary 
supplement to reduce inflammatory responses. 
 In conclusion, nutritional components might be promising tools to modulate 
systemic and intestinal immune function, but more properly desigsn studies in 
humans are needed. In this thesis we have showed that: 1) fecal water of 
ileostomic patients that consumed a β-glucan enriched diet enhanced the 
immune response of enterocytes in vitro, 2) the suggested proinflammatory 
effect of the n-6 PUFA AA versus n-3 PUFAs of fish oil in models of intestinal 
inflammation is not consistent, 3) using fish oil and oleic acid results in 
comparable effects on inflammation in an in vitro intestinal cell culture model 
and in an in vivo mice model of colitis, 4) the CLA isomers c9, t11 and t10, c12 
have no effects on ex vivo LPS-stimulated cytokine production of blood 
mononuclear cells. However, additional research is needed to establish the 
importance of these findings in vivo in humans. 
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Samenvatting 
Het afweersysteem (ook wel het immuunsysteem genoemd) beschermt het 
menselijk lichaam tegen het binnendringen van ziekteverwekkers zoals 
bacteriën, virussen en parasieten. Als het functioneren van het immuunsysteem 
verminderd of verslechterd is, kan dit leiden tot een verhoogd risico op infecties. 
Aan de andere kant kan een ongecontroleerde of te sterke reactie van het 
immuunsysteem leiden tot chronische ontstekingsreacties (inflammatie). 
Chronische ontsteking is geassocieerd met verschillende, in Westerse landen, 
veel voorkomende ziekten, zoals hart- en vaatziekten, reumatoïde artritis en 
chronische inflammatoire darmziekten (in het Engels afgekort als IBD). In de 
studies, die in dit proefschrift zijn beschreven, lag de nadruk op immuunreacties 
die gerelateerd zijn aan chronische inflammatoire darmziekten en hart- en 
vaatziekten. Bij chronische inflammatoire darmziekten is (een deel van) de 
darm chronisch ontstoken. Hierbij wordt onderscheid gemaakt tussen twee 
verschillende vormen, namelijk colitis ulcerosa en de ziekte van Crohn. Hart- en 
vaatziekten ontstaan door het ophopen van vet, cholesterol en cellen van het 
immuunsysteem in de wand van bloedvaten. Dit proces wordt ook wel 
atherosclerose genoemd. Dus bij beide ziekten is het immuunsysteem duidelijk 
betrokken. Voedingsmiddelen kunnen het immuunsysteem stimuleren of 
remmen, hetgeen ook wel immuunmodulatie wordt genoemd. In dit proefschrift 
hebben we de mogelijk immuunmodulerende effecten van β-glucan, visolie en 
geconjugeerd linolzuur (CLA) onderzocht. 
 β-Glucanen zijn koolhydraten (voedingsvezels) en vormen een belangrijke 
component van de celwand van granen, zoals haver en gerst, maar ook van de 
celwand van gisten en schimmels. De laatste decennia is er veel aandacht voor 
de cholesterolverlagende effecten van β-glucanen uit granen geweest. Hoewel 
de immuunmodulerende effecten van β-glucanen uit gisten en schimmels vaak 
zijn onderzocht, zijn er nog maar weinig studies uitgevoerd met β-glucanen uit 
haver en gerst. In hoofdstuk 2 onderzochten wij de effecten van β-glucan uit 
haver op processen behorende bij een darmontsteking. Omdat het 
onderzoeken van effecten van β-glucanen in celstudies moeilijk is, hebben we 
eerst ileostoma patiënten in willekeurige volgorde een voeding verrijkt met β-
glucan en een controle voeding gegeven. Vervolgens is van de ileostoma 
inhoud fecaal water gemaakt. We vonden dat fecaal water verrijkt met β-
glucanen in vergelijking met controle fecaal water de interleukine (IL)-8 
productie en expressie van het adhesie molecuul ICAM-1 van dunne en dikke 
darm cellijnen in vitro verhoogt, als het fecaal water tegelijk werd gegeven met 
cytokines om de darmcellen te stimuleren. IL-8 en ICAM-1 zijn beide betrokken 
bij het aantrekken, binden en activeren van immuuncellen. Een verhoogde 
productie en expressie van deze eiwitten duidt dan ook op een versterkte 
immuunreactie. Ook verschillende inflammatoire eiwitten (gemeten met een 
antilichaam array) lieten een verhoogde expressie zien. Alles bij elkaar duiden 
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deze resultaten erop dat fecaal water met β-glucan de cytokine-geïnduceerde 
immuunreactie van darmcellen in vitro stimuleert. Echter, met deze aanpak 
waren we niet in staat onderscheid te maken tussen de effecten van het β-
glucan aanwezig in het fecaal water en de effecten ten gevolge van 
veranderingen in de samenstelling van het fecaal water door effecten van β-
glucan consumptie op verschillende cellen in de ileostoma patiënten in vivo. 
Mechanismen achter de gevonden effecten van β-glucanen en fysiologische 
implicaties van de versterkte immuunreactie door β-glucanen uit haver moeten 
worden onderzocht in vervolgstudies. Het feit dat β-glucanen uit haver de 
immuunreactie versterken na stimulatie van het immuunsysteem zou mogelijk 
een verklaring kunnen zijn voor de verhoogde weerstand tegen infecties, zoals 
gevonden in dierstudies en humane studies met β-glucan uit haver en gist. Dit 
zou met name relevant kunnen zijn voor mensen met een verminderde 
immuunfunctie, zoals bijvoorbeeld ouderen en mensen met type II diabetes. 
 Visolie is rijk aan de n-3 meervoudig onverzadigde vetzuren (MOV’s) 
eicosapentaeenzuur (EPA) en docosahexaeenzuur (DHA). Vanwege de anti-
inflammatoire effecten van n-3 MOV’s en van EPA en DHA in het bijzonder, 
wordt het gebruik van deze vetzuren gesuggereerd als behandeling voor 
verschillende inflammatoire ziekten, zoals IBD. Wetenswaardig is dat de 
mucosa van de dikke darm van IBD patiënten een hoger aandeel van het n-6 
MOV arachidonzuur (AA) bevat en een lager aandeel  van het n-9 enkelvoudig 
onverzadigde vetzuur oliezuur (OA) ten opzichte van controle personen. 
Daarom vergeleken wij de effecten van OA, AA en visolie (FO) op processen 
behorende bij een darmontsteking, eerst in vitro (hoofdstuk 3) en vervolgens in 
vivo in muizen (hoofdstuk 4). Met behulp van deze aanpak probeerden we te 
ontrafelen of de beschermende effecten van visolie het gevolg zijn van een 
verlaging van de hoeveelheid n-6 MOV’s in de darm of het gevolg is van 
intrinsieke anti-inflammatoire effecten van visolie. In de in vitro studie hebben 
we laten zien dat darmcellen gekweekt met AA een verhoogde expressie van 
ICAM-1 en een verhoogde activatie van de transcriptie factor NF-κB hebben ten 
opzichte van darmcellen gekweekt met EPA en OA. NF-κB activatie induceert 
de transcriptie van genen die coderen voor pro-inflammatoire eiwitten en NF-κB 
is dus een belangrijke regulator van ontsteking. In IBD patiënten is NF-κB 
activatie verhoogd ten opzichte van die in controle personen. Dus het kweken 
van darmcellen met AA heeft pro-inflammatoire effecten ten opzichte van EPA 
en OA. Omdat het kweken met EPA en OA resulteerde in gelijke hoeveelheden 
van AA in fosfolipiden van de darmcellen concludeerden we dat de 
gerapporteerde effecten mogelijk toegeschreven konden worden aan de 
verhoogde AA hoeveelheden in de met AA gekweekte cellen. Daarom lijkt het 
verlagen van cellulaire AA niveaus de cruciale stap. Dit kan mogelijk 
makkelijker worden bereikt door het verhogen van visolie inname dan door het 
verhogen van OA inname, omdat OA al in grote hoeveelheden in onze voeding 
voorkomt. Om onze in vitro resultaten te verifiëren hebben we een in vivo studie 
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uitgevoerd (hoofdstuk 4), waarin we de effecten van een OA verrijkte voeding 
vergeleken met een AA en een visolie verrijkte voeding op experimenteel 
geïnduceerde colitis in muizen. In deze studie vonden we dat muizen die een 
AA rijk voer kregen gedurende 6 weken voorafgaande aan met dextraan 
natriumsulfaat (DSS) geïnduceerde colitis zoals verwacht een verhoogde 
hoeveelheid AA in de dikke darm hadden. Echter, de AA gevoede muizen 
kregen geen verergerde colitis ten opzichte van muizen die OA of FO verrijkt 
voer kregen. In tegenstelling tot een verslechtering vonden we na 7 dagen 
DSS-colitis inductie dat het gewichtsverlies en de mate van diarree in de AA 
groep minder erg was dan in de FO en OA groep. In dit experimentele in vivo 
colitis model lijkt een verhoogde AA inname dus niet schadelijk, maar mogelijk 
zelfs beschermend. Verder konden we alleen enkele minimale beschermende 
effecten van FO ten opzichte van OA laten zien. Hoewel de pro-inflammatoire 
effecten van het n-6 MOV AA ten opzichte van het n-3 MOV EPA in vitro 
duidelijk was, konden we dit niet bevestigen in onze in vivo studie in muizen. 
 Om de rol van de transcriptie factor PPARγ, die mogelijk een rol speelt bij 
het verklaren van de anti-inflammatoire effecten van visolie, op darmontsteking 
te ontrafelen, hebben we in hoofdstuk 5 de effecten onderzocht van het 
toevoegen van de synthetische PPARγ ligand rosiglitazone aan het voer van 
muizen op colitis ontwikkeling. In tegenstelling tot eerdere studies die 
beschermende effecten van PPARγ activatie lieten zien, zorgde in onze 
muizenstudie rosiglitazone behandeling gedurende 16 dagen voorafgaand aan 
DSS colitis inductie, voor een verslechtering van de darmontsteking. 
Veranderingen in gewichtsverlies, diarree, gewicht en lengte van de dikke 
darm, gewicht van de milt, histologie score en plasma concentraties van het 
acute fase eiwit SAP (serum amyloïd P component) leiden tot de conclusie dat 
colitis ernstiger was in rosiglitazone behandelde muizen ten opzichte van 
controle muizen. Deze onverwachte resultaten kunnen mogelijk verklaard 
worden door de langere duur van de voorbehandeling ten opzichte van eerdere 
studies waarin PPARγ agonisten  werden gegeven op de eerste dag van de 
colitis inductie, of slechts één of twee dagen voorafgaand of na de colitis 
inductie.  
 De laatste voedingscomponent waarvan de immuunmoduleren effecten zijn 
bekeken is CLA. CLA is een mengsel van positioneel (b.v. 9, 11 of 10, 12) en 
geometrisch (cis of trans) geconjugeerde isomeren van het n-6 MOV linolzuur. 
Cis-9, trans-11 (c9, 11t) CLA is een natuurlijke voedingscomponent die 
voornamelijk voorkomt in de vetfractie van vlees, melk en andere 
zuivelproducten. Trans-10, cis-12 (t10, c12) CLA komt met name voor in 
voedingssupplementen. Er zijn veel gezondheidseffecten beschreven voor CLA, 
waaronder immuunmodulerende effecten in dieren en mensen. Deze (veelal 
inconsistente) resultaten, zijn voornamelijk verkregen middels onderzoek naar 
effecten van mengsels van CLA isomeren. Aangezien effecten isomeer 
specifiek kunnen zijn, hebben wij een placebo-gecontroleerde studie uitgevoerd 
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waarin we de effecten van consumptie van de individuele c9, t11 of t10, c12 
CLA isomeren op inflammatie parameters hebben bekeken in proefpersonen 
met een verhoogd risico op hart- en vaatzieketen (hoofdstuk 6). We waren niet 
in staat om een significant effect van 13 weken consumptie van één van de 
twee CLA isomeren, c9, t11 of t10, c12, te laten zien op ex vivo LPS-
gestimuleerde cytokine productie door mononucleaire bloedcellen en op plasma 
C-reactive protein (CRP) concentraties. De geringe effecten die we zagen, 
waren het eerder pro-inflammatoire effecten dan remmende effecten. Ook in 
niet gestimuleerd plasma zagen we voor beide isomeren specifieke 
inflammatoire eiwit profielen, die over het algemeen op een versterkte immuun-
functie wezen. Alles bij elkaar suggereert dit, dat voedingssuppletie met CLA 
niet bruikbaar is om inflammatoire reacties te verminderen. 
 Concluderend kunnen we stellen dat voedingscomponenten veelbelovend 
zouden kunnen zijn om de immuunfunctie in het algemeen, en specifiek van de 
darm, te moduleren, maar meer goed uitgevoerd onderzoek bij mensen is 
nodig. In dit proefschrift hebben we laten zien dat: 1) fecaal water van ileostoma 
patiënten die producten rijk aan β-glucanen uit haver hebben gegeten de 
immuunreactie van darmcellen in vitro versterkt, 2) het veronderstelde pro-
inflammatoire karakter van het n-6 MOV arachidonzuur ten opzichte van de n-3 
MOV’s van visolie in modellen voor darmontsteking niet éénduidig is, 3) het 
gebruik van visolie en oliezuur vergelijkbare effecten op inflammatie heeft, 
zowel in in vitro studies met darmcellen als in een in vivo muizenmodel voor 
colitis, 4) de CLA isomeren cis-9, trans-11 en trans-10, cis-12, geen effect 
hebben op ex vivo LPS-gestimuleerde cytokine productie door mononucleaire 
bloedcellen. Echter, aanvullend onderzoek is noodzakelijk om het belang van 
deze bevindingen voor mensen in vivo aan te tonen. 
 
 
